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RESUMO 


O primeiro transplante de córnea bem sucedido utilizou tecido de um doador vivo. A preservação das córneas somente ganhou 
impulso após Filatov ter demonstrado que o olho de cadáver, quando armazenado a baixa temperatura, poderia ser uma fonte de 
córneas viáveis para transplantes. Três métodos revelaram-se úteis para este fim: câmera úmida, criopreservação e 
armazenamento em meio líquido Estes métodos emergiram nesta ordem apresentada. O primeiro, fornece armazenamento frio de 
córneas in situ por até dois dias após a morte, sendo este método ainda útil nas regiões pobres do nosso planeta. Os bancos de 
olhos praticamente abandonaram o segundo método devido à sua complexidade. Atualmente, a técnica de armazenamento mais 
popular é a terceira. Dependendo da composição do meio líquido, é possível preservar a córnea a frio ou à temperatura ambiente 
ex situ. Este artigo descreve as características dos três sistemas de armazenamento em uma sequência quase cronológica. 


ABSTRACT 


The first successful corneal transplantation used tissue from a living donor. The preservation of corneas gained momentum only 
after Filatov showed that a cadaver's eye, when stored at low temperature, could be a source of viable corneas for transplants. 
Three methods proved to be useful for this purpose: moist chamber, cryopreservation, and liquid medium storage. They were 
introduced in that order. The first provides cold storage of comeas in situ for up to 2 days after death. It is still useful in 
underdeveloped regions of our planet. Eye banks practically abandoned the second method due to its complexity. Currently, the 
most popular storage technique is the third. Depending on the composition of the liquid medium, it allows for cold or warm 
preservation of the cornea ex situ. This article describes the characteristics of the three storage systems in quasi-chronological 
sequence. 


RESUMEN 


El primer trasplante de córnea exitoso utilizó tejido de un donador vivo. La preservación de las córneas solamente ganó empuje 
después de que Filatov demostró que el ojo de cadáver, cuando se almacena a baja temperatura, podría ser una fuente de córneas 
viables para trasplantes. Tres métodos demostraron ser útiles para este fin: cámara húmeda, criopreservación y almacenaje en 
medio líquido. Estos métodos emergieron en ese orden presentado. El primero provee almacenaje frio de córneas in situ por hasta 
dos días después de la muerte, siendo este método aún útil en las regiones pobres de nuestro planeta. Los bancos de ojos 
prácticamente abandonaron el segundo método debido a su complejidad. Actualmente, la técnica de almacenaje más popular es 
la tercera. Dependiendo de la composición del medio líquido, es posible preservar la córnea a frio o a temperatura ambiente ex 
sítu. Este artículo describe las características de los tres sistemas de almacenaje en una secuencia casi cronológica. 
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INTRODUÇÃO 

O choque de tropas francesas e inglesas no Egito, entre 1798 e 1801, como parte das guerras napoleônicas, causou o contato de 
um número significativo de soldados europeus com tracoma. * O retorno dos combatentes à terra de origem gerou epidemias de 
tracomas em Londres, Paris e Bruxelas, em 1801, 1806 e 1815, respectivamente. 2 O transplante de córnea surgiu como intenção de 
tratar a opacidade corneana resultante dessas epidemias. Em 1824, Franz Reisinger é apresentou o transplante corneano penetrante, o 
qual ele chamou de ceratoplastia. A proposta derivou-se de um estudo experimental em coelhos. Reisinger não realizou cirurgia em 
seres humanos, mas sugeriu que as córneas pudessem ser de animais. Inúmeras tentativas mal sucedidas para realizar transplantes de 
córnea, tanto penetrantes quanto lamelares, caracterizaram os esforços neste campo no século XIX. Durante este período, os olhos de 
animais eram a principal fonte de enxertia devido à sua fácil disponibilidade, e desconhecimento sobre a intolerância imunológica. < 
Powers, em 1878, foi o primeiro a recomendar o uso de aloenxertos ao invés de xenoenxertos, pela semelhança de textura e espessura 
entre o doador e a córnea receptora é. Em 1905, Zirm £ realizou o primeiro transplante bem sucedido em humanos, com córnea colhida 
de um doador vivo. O fato revelou a teoria de Fuchs de que a opacidade de enxerto generalizada era uma parte inerente do processo 
de cicatrização da córnea transplantada. “ A partir desta data, os cirurgiões começaram a usar tecido de doadores vivos, cujos olhos 
sofreram trauma severo sem envolvimento da córnea. Uma possível motivação para a excisão desses olhos foi o receio de uveíte 


simpática. 


Preservação a frio da córnea - in situ 

Em 1935, Filatov º publicou sua observação de que os olhos mantidos a 4ºC em frascos de vidro hermeticamente fechados podiam 
manter a córnea viável para transplantes por até 56 horas após a morte. Esta observação continha dois conceitos revolucionários:de 
que as córneas poderiam sobreviver à morte do doador temporariamente e que a hipotermia poderia prolongar o período de vitalidade 
de suas células. Supondo que os globos oculares pudessem estar contaminados, ele também aconselhou banhos com solução verde 
brilhante 1:2000. Ao longo do tempo, os frascos utilizados ganharam um revestimento de gaze ou algodão embebido em solução salina, 
criando uma câmara úmida quando selada. Neste meio, a córnea é armazenada /n situ a 4ºC. No momento da cirurgia, a córnea é 
retirada do olho por trepanação através do lado epitelial. Este método de armazenamento deu origem ao banco de olhos stricto sensu, 
representado por uma geladeira que armazena os olhos em câmaras úmidas. Em 1944, Paton e Aida Breckinridge *º criaram o banco 
de olhos (ato sensu - uma instituição para colher, armazenar, analisar e distribuir córneas para transplante. À medida que a experiência 
com o enxerto corneano melhorou, ficou claro que o intervalo seguro de preservação na câmara úmida era de até 48 horas após a 
morte. Esta restrição de tempo começou a ser desafiada em 1954, quando Stoker 1º demonstrou de forma convincente que o endotélio 
é responsável pela manutenção da transparência da córnea trocando ativamente eletrólitos entre o estroma e a câmara anterior. Este 
fato teve um papel decisivo na percepção de que o endotélio era o principal objeto de preocupação no esforço para prolongar o período 
da vitalidade corneana após a morte. 

Em 1968, Mizukawa e Manabe !!!2 descreveram um meio líquido para armazenamento corneano in situ a 4ºC contendo meio de 
cultura de tecidos 199, sulfato de condroitina, precursores de ATP, penicilina e estreptomicina. Ao trocar o meio em dias alternados, a 
preservação da córnea foi efetiva até quatro dias. Embora este método tenha tido pouca repercussão fora do Japão, ele ganhou lugar 
na história como o primeiro meio líquido a preservar a córnea à baixa temperatura, utilizando um meio de cultura celular enriquecido 


com sulfato de condroitina, estimulantes do metabolismo celular e antibióticos. 


Preservação a frio da córnea - ex situ 

Em 1974, McCarey-Kaufman (M-K) apresentou um meio de armazenamento líquido a ser mantido a 4ºC, capaz de manter a vitalidade 
endotelial por até 4 dias. *!* Ao contrário do método japonês, a córnea foi preservada fora do globo ocular delimitada por uma borda 
escleral. A vantagem deste sistema foi a simplicidade e baixo custo. As soluções de armazenamento foram comercializadas em frascos 
transparentes, permitindo inspeção endotelial na lâmpada de fenda e contagem de células via microscopia especular. Veja a Figura 1. 
A formulação original consistiu em uma mistura de meio de cultura de tecidos 199, tampão de bicarbonato, dextrano e antibióticos. 


Posteriormente, o indicador HEPES e vermelho fenol substituiram o tampão de bicarbonato para estabilizar e monitorar o pH. “2 
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Figura 1. Inspeção de córnea na lâmpada de fenda 


Embora o meio M-K tenha estendido o tempo de preservação por apenas dois dias em relação à câmara úmida, ele também ofereceu 
flexibilidade suficiente para se converter a ceratoplastia em um procedimento eletivo. Com esta melhora, os transplantes de córnea 
tiveram um impulso significativo. A trepanação do enxerto do lado endotelial também ganhou popularidade, estimulando modificações 
engenhosas nos instrumentos de corte da córnea. Os cirurgiões já conheciam os botões corneoescleral desde 1965, em associação 
com a criopreservação da cómea 1º, No entanto, apenas um grupo restrito dentre eles teve acesso a este método laborioso de 
armazenamento corneano. 

Como um todo, os meios de armazenamento de líquidos para preservação a frio contém os seguintes componentes: (1) meio de 
cultura de células; (2) solução tampão; (3) agente hiperosmótico; (4) indicador de pH; (5) antibióticos e (6) aditivos. 

As soluções de cultura de células são soluções salinas balanceadas com nutrientes celulares, aminoácidos, vitaminas, carboidratos 
e cofactores que mantém a vitalidade das células, tecidos e órgãos em um ambiente artificial. ““ Os mais utilizados são TC-199, MEM 
ou a combinação de ambos com a solução de Earle. Os tampões são soluções aquosas de ácidos fracos com suas bases conjugadas 
que mantém o pH em torno de 7.4. O tampão de bicarbonato e o HEPES são os mais populares do banco dos olhos. Os agentes 
hiperosmóticos reduzem o edema corneano associado à preservação do meio líquido. 12 Este fenômeno é uma consequência direta da 
depressão após a morte generalizada da atividade metabólica das células da córnea, particularmente aquelas da camada endotelial. Os 
agentes hiperosmóticos utilizados na preservação a frio são o dextrano e o sulfato de condroitina. O primeiro é mais eficiente do que o 
posterior, apesar de ser mais tóxico para o endotélio, particularmente em concentrações iguais ou superiores a 5%. *2 O sulfato de 
condroitina tem o efeito adicional de proteger as células endoteliais, quando utilizado em baixa temperatura e na concentração certa. 
1218 Os meios de armazenamento modernos utilizam associações de ambos os agentes em concentrações menores do que o uso 
individual para promover a desidratação satisfatória e segura para o endotélio. “º O indicador de pH prevalecente é o vermelho fenol, o 
que dá ao meio uma coloração rosada com pH 7,4. Acima deste valor, torna-se vermelha e abaixo, amarela. A cor amarela sugere 
contaminação microbiana do meio. O antibiótico é a defesa final contra a colonização bacteriana no botão corneoescleral. A primeira 
combinação de antibióticos empregados foi a penicilina com estreptomicina. *+!º A mídia atual usa gentamicina com estreptomicina. “º 
A dose usual destes antibióticos está na gama de 80-100 ug/mL. Os aditivos são substâncias introduzidas no meio líquido para 
contrabalançar os efeitos deletérios da temperatura fria e do tempo de preservação no endotélio. Eles incluem antioxidantes, como 
glutationa; estabilizadores de colagénio, tais como L-hidroxiprolina; precursores de ATP, como adenina, adenosina e inosina; fontes de 
energia, como o piruvato de sódio; vitaminas como ácido ascórbico, calciferol, niacina; e micronutrientes. *º A formulação desses 
elementos é geralmente protegida por segredos industriais. 

Em 1984, Kaufman e associados 2 introduziram o meio K-Sol (Cilco, Huntington, West Virginia) cuja novidade foi a substituição de 
5% de dextrano por 2,5% de sulfato de condroitina. O último agente foi crítico para prolongar o período de preservação de tecido por 


uma semana, apesar de uma expectativa inicial duas vezes maior. O problema com esta substituição foi que o sulfato de condroitina, 
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por si só, não possuía suficiente força osmótica para evitar o edema corneano induzido pela preservação. “2 Na tentativa de resolver 
este impasse, foram testadas várias combinações dos principais constituintes dos meios de armazenamento, dando origem a novas 
formulações comerciais. Entre eles, Dexsol e Optisol GS (Chiron Ophthalmics, Irvine, Califórnia) que se destacam por seu uso 
generalizado. Ambos preservam as córneas por até 14 dias a 4ºC, embora o último seja superior quanto à preservação da morfologia 
celular e manutenção da espessura original da córnea. 22! As formulações básicas dos meios MK, Dexsol e Optisol GS estão 
demonstradas na Tabela 1 abaixo. O meio intermediário mais recente para preservação da córnea a 4ºC, aprovado pelo FDA em 2007, 
é Life4C (Numedis Inc, Isanti, Minnesota). Embora, contenha suplementos como insulina humana recombinante, glutationa e outros, seu 


desempenho parece ser semelhante ao do Optisol GS. 2 


Tabela 1. Composição de três meios de preservação a frio. 


Componentes McCarey-Kaufman Dexsol Optisol GS 
TC199 
Meio de Cultura TC-199 MEM MEM 


Solução de Earle 


Solução Tampão HEPES HEPES HEPES 

Dextrano (%) 5.00 1.00 1.00 

Sulfato de condroitina (%) - 1.35 2.50 

Piruvato de sódio (mM) - 1.00 1.00 

Aminoácidos não-essenciais (mM) - 0.10 0.10 

Antibiótico pe Gentamicina SE ESpTa 
Streptomicina Streptomicina 

Precursores de ATP s a + 

L-hidroxiprolina - - + 

Colesterol = = + 

Vitaminas - - + 


MEM: Meio Essencial Mínimo; TC-199: Meio de Cultura de Tecidos 199; 
HEPES: 2-[4-(2-Hidroxietil) piperazina-1yl] ácido etano-sulfônico; 


+: presença; -: ausência 


Preservação à temperatura ambiente da córnea - ex situ 

A preservação à temperatura ambiente da córnea é mais conhecida como armazenamento de cultura de órgãos, estabelecida por 
Doughman em 1976. & Neste procedimento, o botão corneocleral é armazenado em meio líquido durante quatro semanas, com 
temperaturas variando de 31ºC a 37ºC, de acordo com o método de preferência. 2* Outra diferença entre os métodos é a renovação da 
solução durante o período de armazenamento. Alguns bancos de olhos não mudam, e outros o renovam a cada 1 ou 2 semanas, 2326 

À temperatura ambiente, as células endoteliais tendem a consumir os agentes hiperosmóticos que eventualmente se tornam tóxicos 
para elas. 2 Como consequência, esses agentes não são utilizados periodicamente na preservação da cultura de órgãos. O problema 
com a sua ausência é que as córneas preservadas adquirem duas vezes a espessura normal. Para contrabalançar este evento, tornando 
as córneas finas e transparentes, é necessário mergulhar o botão corneocleral em um meio de transporte suplementado com dextrano, 
em concentrações variando de 4-8%, imediatamente antes de enviá-lo para o cirurgião. &2º O período máximo de imersão em tecidos 
varia de menos de um dia a sete dias, a critério do banco de olhos. & O inchaço dos tecidos associados aos meios de armazenamento 
de órgãos não permite análises de lâmpadas de fenda ou microscopia especular do endotélio. A identificação das células endoteliais 
requer a dilatação dos espaços intercelulares, que é feita mergulhando a córnea em uma solução de NaCl a 0,4%, sendo a observação 
do mosaico endotelial feita por microscopia óptica com objetivos de longo alcance. 2 A interpretação dos resultados exige muita 


experiência, uma vez que a configuração do endotélio varia com a composição do meio e o período de armazenamento. “2 Para testar 
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a esterilidade, uma amostra é cultivada no sétimo dia de preservação e outra imediatamente antes de liberar a córnea para o 
transplante.“ 

A principal vantagem do uso à temperatura ambiente comparado à preservação a frio, é o periodo da conservação do tecido, que é 
duas vezes maior do que o melhor meio de preservação a frio. O período prolongado de armazenamento não só aumenta o tempo de 
análise de tecidos, mas também atenua a flutuação da acessibilidade da córnea. Outras vantagens alegadas deste sistema incluem um 
melhor monitoramento da esterilidade do meio, uma vez que a contaminação torna-se rapidamente evidente em temperaturas quentes; 
2º a retenção da capacidade de cicatrização in vitro da camada endotelial por hipertrofia celular e deslizamento; “2 e a possibilidade de 
revigorar o endotélio da córnea transferindo a córnea de um meio hipotérmico para um armazenamento de cultura de órgãos. *& No 
entanto, a importância prática desses atributos na sobrevivência do enxerto ainda precisa de uma demonstração convincente. Em 
contrapartida, a preservação da cultura de órgãos consome mais tempo e é mais trabalhosa do que o armazenamento a frio. A 
necessidade de verificar a esterilidade do meio, a técnica invasiva para análise endotelial e a dependência de um meio de transporte 
impedem o uso imediato da córnea. O custo total do método tende a ser maior devido à necessidade de manter um laboratório mais 
sofisticado com pessoal altamente especializado. Embora a composição dos meios de cultura de órgãos varie com as preferências de 
cada banco de olho, a maioria contém os mesmos ingredientes essenciais. A Tabela 2 mostra um exemplo de formulação, apenas para 


uma comparação com meios de preservação a frio. 2 


Tabela 2. Meio de preservação à temperatura ambiente 


Componentes Ingredientes Quantidade 
Meio de Cultura MEM + Solução de Earle 50 ml 
Solução Tampão HEPES 25 mM/mL 
Agentes alcalinizantes NaHCOs 2.20 mg/mL 
Nutrientes Soro Fetal Bovino 2 % 
Amicacina 0.10 mg/mL 
AquEICa Carbenicilina 0.50 mg/mL 
Antifúngico Nistatina 50 Ul/mL 
Indicator de pH Vermelho Fenol O.77g/L 
Temperatura 31ºC 
pH 74 
Criopreservação 


Em 1965, Chapel-Kaufman-Robins “º lançou o primeiro método prático e confiável de criopreservação da córnea. Este processo 
requer a imersão do botão corneoescleral durante 10 minutos em quatro soluções de 1 mL de albumina de soro humano, com 
concentrações crescentes de sulfóxido de dimetilo e sacarose. O frasco contendo o último banho é selado e refrigerado de maneira 
controlada para -80ºC e, depois, transferido para um tanque de nitrogênio líquido a -160ºC. No momento da cirurgia, alguém da equipe 


reaquece o frasco em água a 56ºC até formar uma bola de gelo no centro do tecido. Em seguida, a córnea é retirada do frasco e 
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colocada em tmL de solução de albumina humana a 4ºC durante 10 minutos, pelo menos, e mantida a essa temperatura até o momento 
da sua utilização. 

A vantagem da criopreservação é manter o tecido vivo indefinidamente. A desvantagem é que o processo é trabalhoso, exigindo 
logística sofisticada e pessoal altamente qualificado. Os doadores devem ter menos de 50 anos de idade e as córneas preservadas 
dentro de algumas horas após a morte. “> Por causa dessas limitações, o método não se tornou popular. No entanto, alguns bancos 
de olhos, como o Indianapolis Lions Eye Bank, o utilizaram com sucesso até o final da década de 1980, quando o meio de 


armazenamento de médio prazo tornou-se de uso generalizado. 
CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Atualmente, o sistema dominante de preservação da córnea é o armazenamento corneano ex situ em meio líquido, sob temperatura 
fria ou ambiente. Cada uma dessas duas modalidades oferece várias opções. Três questões são relevantes na escolha do meio: 
disponibilidade local, custo e período de armazenamento. O último recurso é o mais desafiador, dada a dificuldade de verificar a 
informação anunciada pelos fabricantes. Parte do problema é a ausência de um método objetivo para verificar a função do endotélio. O 
tempo máximo de preservação, por exemplo, não se infere diretamente da atividade da camada endotelial, mas de suas características 
morfológicas e histoquímicas /n vitro, bem como do destino dos enxertos a longo prazo. Esse tipo de informação está longe de ser ideal, 
sofrendo influências de uma grande variedade de fatores como idade do doador, tempo e causa da morte, etc. Assim, todos os métodos 
de armazenamento da córnea mostraram, com o tempo, um menor período de proteção do que o esperado inicialmente. Por isso, a 
Associação Européia de Banco de Olhos sugere antecipar o uso do tecido conservado a frio bem antes do tempo máximo de 
preservação fornecido pelo fabricante. No caso do Optisol, o período de armazenamento pode variar entre 7 a 10 dias. É No entanto, a 


validade desta precaução ainda requer confirmação. 
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